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基础 研究 


基于 液 相 色 谱 质 谱 联 用 握 吡 格雷 -人 参 皂 将 血浆 蛋白 结合 率 协同 
效应 
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摘要 :目的 研究 大 鼠 血浆 中 氯 吡 格雷 -人 参 皂 苷 血浆 蛋白 结合 率 协同 效应 。 方 法 选择 人 参 皂 背 Rgl Rbl 为 指标 ,首先 建立 了 
Rsgl、Rbl 在 透析 内 液 ( 大 鼠 血 清 RSA) .外 液 PBS) 含 量 检定 方法 ,采用 平衡 透析 法 揭示 了 和 氧 吡 格雷 对 人 参 Rgl Rb1l 血清 蛋白 结 
合 率 协 同 作 用 ; 接 下 来 ,采用 同 源 模 建 方法 建构 RSA 三 维 构造 ,并 用 分 子 模拟 方法 揭示 毛 吡 格雷 .人 参 皂 昔 Rgl Rbl 与 大 鼠 血 
清白 蛋白 RSA 间 结 合 效应 ,揭示 握 吡 格雷 -人 参 皂 并 在 血浆 蛋白 结合 率 层 面 协同 效应 。 结 果 人 参 时 并 Rgl Rbl 在 0.40、1.00、 
2.00 mg 三 种 浓度 下 与 大 鼠 血 清 蛋白 结合 率 分 别 为 30.16+2.82 .33.42+4.21、34.61+3.42 和 50.13+2.34 .51.23+3.23 .53.11 圭 
3.26, 当 合并 加 入 氧 吡 格雷 (1.0 mg*L') 后 血浆 蛋白 结合 率 分 别 下 降 至 22.13+2.72、21.42+3.22 25.45+3.52 和 40.13+3.24、41.25+ 
4.15、43.11+3.31, 分 子 模 拟 结果 显示 毛 吡 格雷 .Rgl1、Rb1l 与 RSA 存 在 不 同 程度 的 竞争 结合 效应 。 结 论 平衡 透析 法 和 分 子 模拟 
实验 综合 揭示 了 和 氧 吡 格雷 -人 参 皂 苷 血浆 蛋白 结合 率 协 同 效应 。 
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Abstract: Objective To investigate the effect of clopidogrel on the binding rate of ginsenosides with rat serum proteins (RSA). 
Methods Equilibrium dialysis and liquid chromatography-mass spectrometry were employed to quantify the concentration of 
ginsenoside Rgl and Rb1. The protein-binding rates of Rgl and Rbl in the presence or absence of clopidogrel (1.0 mg/L) were 
determined. A molecular simulation model (consisting of homology modeling and molecular docking interaction) was used to 
reveal the target protein-compound interactions. Results The binding rates of ginsenosides Rg1 (0.4 1.0, and 2.0 mg/L) with 
RSA were (30.16+2.82)%, (33.42+4.21)%, and (34.61+3.42)%, and those of and Rb1l were (50.13+2.34)%, (51.23+3.23)%, and (53.11+ 
3.26)%, respectively. In the presence of clopidogrel the binding rates of Rgl decreased to (22.13+2.72)%, (21.42+3.22)%, and 
(25.45+3.52)%, and those of Rbl to (40.13+3.24)%, (41.25+4.15)%, and (43.11+3.31)%, receptively. The molecular docking 
suggested that these compounds competed to bind with RSA. Conclusion Clopidogrel can competitively bind to RSA with 
ginsenosides to lower the plasma protein binding rates of ginsenosides. 
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氮 吡 格雷 具 显 著 的 抗 血小板 聚集 药 效 ,临床 上 常用 
于 防治 心 脑 血管 疾病 ,效果 显著 ,作用 机 制 清楚 ”"。 但 该 
药物 在 临床 使 用 过 程 中 , 约 5%~40% 人 群 在 服药 后 反应 
低 , 甚 至 无 反应 ,有 心血 管 临床 事件 发 生 ,产生 抵抗 现 
象 5。 在 应 对 氧 吡 格雷 抵抗 处 置 中 , 常 选 择 复方 丹参 滴 
丸 ( 片 ) 血 塞 通 注射 液 ( 片 剂 ) 等 中 药 制 剂 联 用 策略 ,在 
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临床 上 取得 了 显著 地 成 效 ,具体 机 制 不 清楚 ”” 。 

目前 有 关于 中 西药 协同 效应 的 研究 主要 集中 在 单 
成 分 的 药 效 - 药 动 方面 ,而 对 中 药 活 性 组 分 协同 作用 
研究 较 少 ,血浆 蛋白 结合 率 为 药 代 动力 学 重要 参数 之 
一 ,对 血浆 蛋白 结合 率 的 协同 作用 可 以 影响 到 药物 游离 
体 的 血浆 浓度 ,从 而 间接 影响 到 药 效 - 药 代 作用 特征 *。 
复方 丹参 滴 丸 ( 片 ). 血 塞 通 注射 液 ( 片 剂 ) 等 中 药 制 剂 
中 , 均 含 有 人 参 皂 背 活 性 组 分 , 且 相 关 人 研究 表明 人 参 皂 
背 Rgl Rbl 为 上 述 制剂 抗 血小板 聚集 活性 组 分 , 故 研究 
氧 吡 格雷 -人 参 皂 背 血 浆 蛋 白 结合 率 协同 效应 ,可 间接 
表征 中 西药 协同 效应 的 药 效 - 药 动 学 特征 ,并 为 临床 用 
药 提 供 参考 和 局 示 。 
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参照 本 实验 室 确立 的 血浆 蛋白 结合 率 步 又 ,首先 
建立 了 电 苷 Rgl Rbl 的 液 相 色谱 质谱 联 用 (LC-MS) 含 
量 检定 方法 ,采用 平衡 透析 法 揭示 了 和 氧 吡 格雷 对 Rgl、 
Rb1 血清 蛋白 结合 率 影响 ; 接 下 来 ,采用 同 源 模 建 方法 建 
构 RSA 三 维 构造 ,并 用 分 子 模拟 方法 揭示 各 化 合 物 与 
RSA 间 结合 效应 ,揭示 氧 吡 格雷 -人 参 里 苷 在 血浆 蛋白 结 
合 率 层面 协同 效应 ,为 相关 药物 的 联 用 提供 理论 支持 。 


1 实验 材料 
1.1 药品 与 试剂 

标准 品 硫酸 氧 氮 吡 格雷 (批号 100819-201102) 、 
人 参 卸 苷 Rgl( 批 导 110703-201128) .Rb1( 批 号 110704- 
201223) , 购 于 中 国 食品 药品 检定 研究 院 ; 甲 醇 . 乙 有 睛 :色谱 
纯 ,Merck Company; 人 磷酸 (批号 了 1321063) :色谱 纯 ， 
Aladdin; 透析 袋 MD25: 8000~14400 D, BIOSHARP 
公司 。 
1.2 仪器 及 色谱 条 件 

安捷伦 1290HPLC .6430 LC-MS 质谱 仪 , 配 电 喷 雾 
化 离子 源 (ESIT) 及 工作 站 MassHunter;Micro-17R 冷冻 
离心 机 :美国 Thermo。 
1.3 大 筷 血 效 

SPF 级 SD 大 鼠 20 只 ,许可 证 号 :SCXK( 苏 )2009- 
0001 ,眼眶 取 血 离心 , 取 上 清 液 冻 存 即 得 。 


2 实验 方法 
2.1 LC-MS 条 件 

安捷伦 ZOBAX SB C18 色 谱 柱 (2.1 mmx150 mm， 
5 um) ;流动 相 : 甲 醇 -0.1% 甲 酸 水 溶液 (15:85); 流 速 : 
200 jl-min'; 柱 温 :25 MC; 进 样 量 :2 pl; 正 离子 化 模式 ， 
多 反应 监测 模式 (MRM) 定 量 ;干燥 气温 度 :400 %C; 毛 细 
管 电压 :4000 V;Rgl .Rb1 磁 撞 及 毛细 管 电压 值 分 别 为 
100.10 和 100、20 V。 
2.2 平衡 透析 实验 方法 

对 半 透 膜 袋 进行 相关 前 处 理 , 将 1 ml 空白 大 鼠 血 
清 加 入 到 洁净 透析 袋 内 ,密封 , 浮 悬 于 含 30 ml 不 同 浓度 
药物 (里 苷 Rgl、Rbl)PBS 透析 外 液 溶液 中 ,外 液 PBS 中 
人 参 电 背 Rgl、Rb1l 质量 浓度 分 别 为 0.4.1.0.2.0 mg: 工 ， 
置 于 4 % 下 进行 透析 实验 中 ,实验 结束 后 用 10% 高 氧 酸 
溶液 检定 ,每 个 样品 重复 6 次 。 
2.3 内 液 血样 处 理 

采用 溶剂 沉淀 法 ,精密 吸取 透析 结束 后 内 液 样 品 
100 由 到 1.5 ml 离心 管 中 , 涡 30s, 加 300 丙酮 - 乙 且 
(1:3,WWD), 滴 旋 4 min 混 匀 ,12 000 r/min 离心 5 min, 取 
上 清 液 再 次 离心 5 min; 取 上 清 液 250 由 ,45 CC 离心 浓缩 
仪 旋转 吹 干 ,加 100 由 10% 甲 醇 复 溶 ,12 000 r/min 离心 
5 min, 取 上 清 液 进 样 分 析 。 
2.4 氢 吡 格雷 对 血浆 蛋白 结合 率 影 响 

按照 上 述 2.2 方 法 ,各 透析 外 液 中 加 入 适量 氧 吡 格 
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雷 使 得 其 质量 浓度 为 1.0 mg*L ,人 研究 揭示 该 浓度 氧 吡 
格雷 对 人 参 皇 苷 0.4.1.0.2.0 mg:. 王 浓度 下 血浆 蛋白 结 
合 率 作 用 特征 。 
2.5 数据 处 理 

采用 BAPP 2.3 对 Rgl、Rbl 峰 面积 -浓度 (透析 内 
液 . 外 液 ) 的 标准 曲线 进行 拟 合 ;采用 SPSS(19.0) 配 对 样 
本 t- 检 验 统计 分 析 比 较 。 


3 结果 和 讨论 
3.1 LC-MS 图 

在 本 实验 色谱 条 件 下 ,所 车 Rgl、Rbl1 保 留 时 间 分 
别 为 1.2、1.6 min, 各 峰 峰 形 良好 ,基线 平稳 (图 1)。 
3.2 线性 及 范围 

方法 学 考查 如 线性 及 范围 准确 度 、 精 密度 等 参照 
文献 方法 ,通过 分 析 物 峰 面积 Y 与 样品 浓度 X 进 行 回归 
分 析 ,得 人 参 皂 背 Rgl 在 透析 外 液 标 线 方程 为 Y= 
50802X+1564.25 ,相关 系数 R=0.9881 ,在 透析 内 液 标 
线 方程 为 Y=68464.29X + 2846.27, 相关 系数 R= 
0.9882; 人 参 和 皂苷 Rbl 在 透析 外 液 标 线 方程 为 Y= 
22875.65X+3127.22, 相 关系 数 R=0.9887 ,在 透析 内 液 
标 线 方程 为 Y=31758.27X+2811.13, 相关 系数 R= 
0.9876, 线 性 范围 均 为 10.00~3000 ng*L。 
3.3 精密 度 、 准 确 度 

分 析 物 的 精密 度 ,准确 度 详 见 表 1。 
3.4 提取 回收 率 、 稳 定性 

人 参 皂 昔 Rgl Rbl 在 0.4.1.0.2.0 mg*L' 三 种 浓度 
下 回收 率 分 别 为 (92.16+2.32)% 、(90.34+3.25)%、 
(88.14+3.52)% 和 (90.45+4.23)% 、(87.23 +3.12)% 、 
(93.12+1.33)%, 均 在 85% 以 上 ,稳定 性 结果 表明 人 参 皂 
并 Rgl、Rb1l 在 -20 % 冻 藏 14 d、 前 处 理 后 4 % 条 件 下 放 
置 24 nh\ 室 温 放 置 5 h 均 保持 稳定 ,但 需要 避 光 处 理 。 
3.5 平衡 时 间 、 透 析 膜 吸附 

参考 文献 方法 进行 考查 ,结果 显示 人 人 参 皂 昔 Rgl、 
Rb1 可 在 48 h 内 透析 平衡 ;0.4、1.0、2.0 三 种 浓度 下 透析 
膜 对 人 参 所 苷 Rgl、 Rbl 吸附 率 分 别 为 4.35+1.23、3.21+ 
0.34.5.52+0.92 和 1.23+1.04 .3.25+2.13 .4.62+2.19, 表 
明 透 析 膜 对 人 参 皂 苷 Regl .Rbl 存在 微弱 吸附 ,对 结果 无 
影响 。 
3.6 血清 蛋白 结合 率 

通过 比较 加 入 或 不 加 氧 吡 格雷 时 人 参 时 背 Rg1l、 
Rb1l 在 0.4.1.0.2.0 三 种 浓度 下 血浆 和 蛋白 结合 率 的 差异 ， 
结果 见 表 2, 结 果 表明 Rbl 血浆 蛋白 结合 率 高 于 Rgl, 合 
并 加 入 氯 吡 格雷 后 血浆 蛋白 结合 率 均 呈 下 降 趋势 ， 
说 明 氯 吡 格雷 与 人 参 皂 苷 在 血浆 蛋白 结合 率 存在 竞争 
3.7 大 和 鼠 血 清白 蛋白 立体 构造 构建 

考虑 到 目前 尚 无 法 通过 X- 射 线 实验 方法 解析 出 大 
鼠 血 清白 蛋白 RSA) 立 体 晶 体 构造 ,以 RSA 一 级 氨基 酸 
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表 1 人 参 皂 痛 Rg1、Rb1l 的 精密 度 与 准确 度 
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Fig.l MRM chromatograph of 
ginsenosides Rgl (left) and Rbl 
(right). A: PBS; B: Rat plasma; C: 
PBS containing Rgl (or Rb1); D: 
Rat Plasma containing Rgl (or 
Rb1l). 
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Tab.1 Detection precision and accuracy of ginsenosides Rgl and Rb1 (Mean+SD) 


Inner liquid 


Extracellular liquid 


Concentration Within day Day to day RE Concentration Within day Day to day RE 

/mg*L" RSD/% (n=5) RSD/% (n=15) /% /mg*L" RSD/% (n=5) RSD/% (n=15) /% 
Rgl 0.4 6.37 2:59 -5.76 0.4 6.48 5 -4.68 
1.0 4.94 4.10 -1.44 1.0 3.84 5.40 -2.52 
2.0 8.28 4.33 -6.48 5.0 5.88 3.72 2.16 
Rbl 0.4 7.43 3.02 -6.72 0.4 T7836 2.94 -5.46 
1.0 S77 4.79 -1.68 1.0 4.48 6.30 -2.94 

2.0 9.66 5.05 -7.56 5.0 6.86 4.34 2.52 


表 2 氯 吡 格雷 对 人 参 皂 背 血浆 蛋白 结合 率 的 影响 


Tab.2 Effect of clopidogrel on plasma protein binding rate of ginsenosides 


Withnot clopidogrel With clopidogrel (1.0 mg*L') 

Concentration/mg*L" Mean/% (n=3) SD/% Concentration/mg*L™" Mean/% (n=3) SD/% 

0.4 30.16 2.82 0.4 oN 2:72 

Rgl 1.0 33.42 4.21 1.0 21.42 3.22 
2.0 34.61 3.42 5.0 25.45 3.52 

0.4 50.13 2.34 0.4 40.13 3.24 

Rbl 1.0 52.73 3.23 1.0 41.25 4.15 
2.0 53.11 3.26 5.0 43.11 3.31 


序列 (P02770) 为 研究 对 象 ,在 NCBI 序 列 比 对 方法 选择 
同 源 模 建 模板 ,选择 了 家 免 血 清白 蛋白 (4F5V 和 蛋白 A 链 )， 
RSA 与 模板 序列 间 同 一 性 为 73%, 阳性 率 为 86% ,间隔 
为 0%, 符 合同 源 异 建 要 求 。 

选用 Maestro Prime 工具 构建 蛋白 ,选用 ERRAT、 
PRO-CHECK 工具 进行 评价 ( 表 3) , 仅 有 56.109、130、 
322.562 等 30 个 残 基 (RSA 共 608 个 ) 在 不 合理 区 区 域 ,中 
离 蛋 白 活 性 口袋 较 远 ,说 明 构 建 的 蛋白 结构 合理 可 靠 。 


3.8 分 子 模拟 

选用 Glide 模 块 研究 氯 吡 格雷 .皂苷 Rgl Rbl 与 大 鼠 
血清 蛋白 的 结合 模式 (图 2) , 氧 吡 格雷 皂苷 Rgl、Rbl 
对 接 得 分 分 别 为 -8.452、-2.342、-4.236, 其 中 氧 吡 格雷 刁 
RSA 的 结合 力主 要 为 玻 水 作用 ,时 苷 Rgl、Rbl 糖 链 上 
羟基 与 RSA 的 Arg257、Arg222 形 成 两 个 氨 键 ,以 上 结 
果 表 表明 两 个 化 合 物 与 大 鼠 血清 白 蛋白 均 有 一 定 程 度 
的 结合 效应 ,其 中 氧 吡 格雷 的 结合 效应 明显 高 于 皂 昔 
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表 3 同 源 模 建 蛋白 及 模板 蛋白 评价 
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Tab.3 Validation with the protein model and RSA by ERRAT and PRO-CHECK toolsools 


Ramachandran P 


lot by PRO-CHECK 


rolem Quality factor by ERRAT Disallowed region (%) Most favored residue (%) G-factors 
Homologized template 92.40 3.0 89.9 -0.45 
RSA 90.23 4.9 82.9 -0.36 


Rgl Rbl, 两 个 化 合 物 之 间 存 在 竞争 结合 效应 , 氯 吡 格 
雷 的 存在 可 明显 降低 皂苷 Rgl Rbl 的 血浆 蛋白 结合 率 ， 
以 上 结合 与 平衡 透析 法 实验 结果 相 一 致 ,这 在 一 定 程度 


上 证 明了 我 们 实验 方法 的 可 行 性 和 可 靠 性 (图 2)。 


4 结论 


图 2 皂 背 Rgl、 氧 吡 格雷 与 大 鼠 血清 白 
蛋白 结合 模式 图 

Fig2 Binding site of Rat serum albumin 
with ginsenosides and clopidogrel. In 
Fig A and D, the stick shape represents 
small molecular compounds, the grid 
line the molecular surface, and the 
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ww D > 
Lo ?23 mn 
: 
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ribbon rat serum albumin protein. Pink 
dotted lines represent hydrogen bonds. 
4: Binding model of clopidogrel and 
RSA; B: Amino acid residues binding 
with clopidogrel; C, D: Amino acid 


residues binding with ginsenosides 
Rgl and Rgl respectively. 


目前 有 关于 中 西药 协同 作用 特征 ,目前 主要 有 药 
效 - 药 动 两 部 分 ” ,血浆 蛋白 结合 率 为 药 动 学 重要 组 成 
部 分 ,血浆 蛋白 协同 作用 可 使 得 药物 血 药 浓度 发 生 
变化 ,进而 影响 到 药 效 - 药 动 层面 。 

本 实验 采用 LC-MS 平 衡 透析 法 和 分 子 模拟 两 种 不 
同 的 方法 揭示 了 氧 吡 格雷 -人 参 皂 并 血浆 蛋白 结合 率 协 
同 作 用 特征 。 结 果 表明 皂 痛 Rgl 血浆 蛋白 结合 率 比 
Rb1 低 ,其 原因 可 能 是 两 个 化 合 物 相对 分 子 质量 及 空间 
位 阻 引起 ,合并 加 入 握 吡 格雷 后 使 得 三 个 浓度 下 均 血 浆 
蛋白 结合 率 下 降 10% ,从 而 使 得 人 参 皂 苷 游离 血 药 浓度 
增加 2 ,而 临床 研究 表明 氯 吡 格雷 与 含有 人 人 参 时 苷 
Rgl Rbl 中 药 联 用 时 药 效 增强 。 由 于 人 参 时 背 具 有 显 
著 的 抗 血 小 板 聚 集 活 性 " ,推测 在 联 用 过 程 中 氯 吡 格雷 
合并 加 入 使 得 中 药 制剂 活性 组 分 人 参 时 背 血 奖 蛋 白 结 
合 率 下 降 ,游离 皂苷 血 药 浓度 增加 , 药 动 - 药 效 学 行为 发 
生 改 变 , 而 发 挥 抗 血小板 聚集 协同 增 效 作用 。 本 研究 为 
临床 上 和 氧 吡 格雷 与 含 人 参 皂 苷 类 制剂 联合 应 用 提供 一 
定 的 参考 和 理论 支持 。 
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